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Περίληψη
Ο σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η συσχέτιση της ετεροζυγωτίας στο ψάρι 
Diplodus puntazzo με στοιχεία αρμοστικότητας, όπως είναι η παρασιτολογική ασθένεια 
εντερομύξωση, καθώς και δεκαπέντε ακόμα μορφολογικές παράμετροι. Η συσχέτιση 
της ετεροζυγωτίας με την παρασίτωση, βασίζεται στην έγκαιρη διάγνωση του 
παθογόνου παράγοντα Enteromyxum leei, χρησιμοποιώντας ευαίσθητες διαγνωστικές 
μεθόδους, όπως οι μοριακές τεχνικές και θα μπορούσε να αποτελέσει χρήσιμη 
παράμετρο στην επιλογή γεννητόρων στις μονάδες εντατικής εκτροφής. Για τη 
συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με την αρμοστικότητα (HFC) υπολογίστηκαν οι 
μικροδορυφορικοί δείκτες het_Obs, IR, st. het_Exp, st. het_Obs, st. d-sqd και HL, για 
την εύρεση του συντελεστή της ομομιξίας, ενώ ως δείκτης αρμοστικότητας 
χρησιμοποιήθηκε η ένταση παρασίτωσης και μορφολογικές παράμετροι. Πιο 
συγκεκριμένα, μετρήθηκαν στοιχεία αρμοστικότητας όπως, το ολικό σωματικό βάρος, 
η απόσταση μετά την κόγχη, η απόσταση μεταξύ του οφθαλμού και του ρύγχους, η 
διάμετρος του οφθαλμού, η απόσταση μετά την κόγχη, το μήκος του κεφαλιού, το 
μήκος των θωρακικών πτερυγίων, η απόσταση μέχρι το ραχιαίο πτερύγιο, το ύψος των 
ραχιαίων πτερυγίων, το μήκος της βάσης των ραχιαίων πτερυγίων, το μέγιστο ύψος των 
δειγμάτων, το μήκος βάσης των εδρικών πτερυγίων, το ύψος των εδρικών πτερυγίων, 
το ελάχιστο ύψος των ατόμων, το μήκος του ουραίου μίσχου, καθώς και το σταθερό 
μήκος δειγμάτων D. puntazzo με παρουσία και απουσία παρασίτων E. leei. Η 
απομόνωση του ολικού DNA πραγματοποιήθηκε με το πρωτόκολλο φαινόλης- 
χλωροφορμίου, ενώ για την μέθοδο της PCR χρησιμοποιήθηκε Multiplex PCR Kit και 
οι συνθήκες της μεθόδου ρυθμίστηκαν στους 95ο C για 15 λεπτά και πραγματοποίησε 
30 κύκλους. Στην ένταση της παρασίτωσης παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική
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Vσυσχέτιση με την ετεροζυγωτία υπολογίζοντας τον μικροδορυφορικό δείκτη IR, ενώ 
παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με 11 από τις 
μορφολογικές παραμέτρους, υποδηλώνοντας την αντοχή της χιόνας στην παρασίτωση.
Λέξεις κλειδιά: HFC, E. leei, μορφολογικά χαρακτηριστικά, μικροδορυφόροι
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1Εισαγσγή
1.1.Η σημασία της συσχέτισης ετεροζυγωτίας κε την αρμοστικότητας για τις 
Υδατοκαλλιέργειες
Οι υδατοκαλλιέργειες περιλαμβάνουν την εντατική εκτροφή ιχθύων, δίθυρων 
και μαλακίων, υπό ελεγχόμενες συνθήκες. Αποτελούν τον ταχύτερα αναπτυσσόμενο 
τομέα παραγωγής τροφίμων, εξαιτίας της αυξημένης ζήτησης των ιχθύων. Οι 
υδατοκαλλιέργειες στην Ελλάδα ξεκίνησαν από το 1951, στην προσπάθεια 
εμπλουτισμού των ορεινών ρέοντων υδάτων με την ιριδίζουσα πέστροφα (Oncorynchus 
mykiss), ενώ τώρα είναι από τις πιο δυναμικές χώρες στην μεσόγειο για την εντατική 
εκτροφή τσιπούρας και λαβρακιού (Κλαουδάτος & Κλαουδάτος 2010). Η εντατική 
εκτροφή των υδρόβιων οργανισμών είχε ραγδαία ανάπτυξη κατά την αρχή του 
εικοστού αιώνα παγκοσμίως. Πιο συγκεκριμένα, στην Ελλάδα αναπτύχθηκε ο κλάδος 
της υδατοκαλλιέργειας εξαιτίας των ευνοϊκών κλιματολογικών συνθηκών που 
επικρατούν και της αυξημένης αλιευτικής πίεσης που δέχονταν τα ιχθυαποθέματα 
(Φώτης & Αγγελίδης, 2003). Αξίζει να σημειωθεί ότι τα κύρια είδη εκτροφής στην 
Ελλάδα είναι η τσιπούρα και το λαβράκι με συνολική παραγωγή περίπου 120.000 
τόνους το 2004. Το ποσό αυτό αντιπροσωπεύει το 49% της συνολικής παραγωγής των 
Μεσογειακών χωρών (Παπουτσόγλου 2008).
Η χιόνα ή μυτάκι (Diplodus puntazzo, Walbaum, 1792) είναι ένα από τα νέα 
σχετικά εκτρεφόμενα είδη της οικογένειας Sparidea και οι συνθήκες εκτροφής της είναι 
παρόμοιες με αυτές της τσιπούρας (Καρακατσούλη et al., 2011). Έχει αποδειχθεί 
(Παπαφωτίου et al., 2008) ότι η συνεκτροφή του είδους της χιόνας με τη τσιπούρα είναι 
αναγκαία, κυρίως για τα πρώτα στάδια εκτροφής της χιόνας, εφόσον παρατηρήθηκε
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2καλύτερος ρυθμός ανάπτυξης, όταν η αναλογία τσιπούρας- χιόνας ήταν 60- 40 
αντίστοιχα. Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε στις τριάντα πρώτες ημέρες του πειράματος 
ποσοστό θνησιμότητας περίπου 6% για το μυτάκι, ενώ μέχρι το πέρας του πειράματος 
το ποσοστό αυτό μειώθηκε αισθητά και σταθεροποιήθηκε (P> 0,05).
Εξαιτίας της μεγάλης και ταχείας ανάπτυξης των υδατοκαλλιεργειών, έχουν 
δημιουργηθεί αρκετά προβλήματα στις μονάδες εντατικής εκτροφής από νοσήματα. 
Πιο συγκεκριμένα, υπάρχουν νοσήματα που οφείλονται σε περιβαλλοντικούς 
παράγοντες, σε ιούς, βακτήρια, παράσιτα, μύκητες, αλλά και σε διατροφικά σφάλματα 
και νεοπλάσματα. Για αυτό το λόγο κρίνεται αναγκαία η επίλυση αυτών των 
προβλημάτων, που προκαλούν μεγάλες ζημίες στις υδατοκαλλιέργειες (Coscelli et al. 
2014). Έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες που αφορούν την ανίχνευση, 
αντιμετώπιση και πρόληψη των ασθενειών, αλλά ο κλάδος της ιχθυοπαθολογίας είναι 
ακόμα στο στάδιο της εξέλιξης. Συνεπώς, απαιτείται η συνεχής μελέτη και έρευνα των 
νοσημάτων, με σκοπό την επίλυση των προβλημάτων, όπως είναι η μεταφορά των 
παθογόνων οργανισμών από τα ψάρια εντατικής εκτροφής προς το περιβάλλον, καθώς 
και οι οικονομικές ζημίες της ιχθυομονάδας, εξαιτίας του γεγονός ότι τα μολυσμένα 
ψάρια τις περισσότερες φορές είναι αντιαισθητικά και απρόσιτα για τους καταναλωτές 
(Zhanga et al. 2014). Εξαιτίας της μεγάλης ανάπτυξης της υδατοκαλλιέργειας, υπάρχει 
μεγάλη ανάγκη για την πρόληψη και την καταπολέμηση των ασθενειών στα 
εκτρεφόμενα ψάρια. Η γνώση της ιχθυοπαθολογίας είναι απαραίτητη για την 
αντιμετώπιση των ασθενειών, αλλά και για την προστασία της δημόσιας υγείας από τα 
νοσήματα των ψαριών, τα οποία μεταδίδονται στον άνθρωπο (Φώτης & Αγγελίδης,
2003).
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3Η διάγνωση από τα εξωτερικά εμφανή συμπτώματα είναι δύσκολη εξαιτίας των 
παρόμοιων συμπτωμάτων που παρουσιάζουν οι περισσότερες από τις ασθένειες των 
ψαριών (Antuofermo et al. 2014). Συνεπώς, πολλές φορές, όταν πλέον εκδηλωθεί η 
ασθένεια, είναι αργά για οποιαδήποτε ενέργεια. Ακόμη, τα περισσότερα βακτήρια και 
μύκητες που προκαλούν τέτοια προβλήματα, υπάρχουν ούτως ή άλλως στο περιβάλλον, 
ως μέρος της φυσικής χλωρίδας και πανίδας του, χωρίς να προκαλούν σημαντικές 
επιπτώσεις στους οργανισμούς, εξαιτίας της μικρής ιχθυοπυκνότητας (Angelidis et al., 
2008). Παρ’ όλα αυτά, όταν πραγματοποιηθούν αλλαγές στις συνθήκες του νερού 
(όπως αλλαγές θερμοκρασίας, pH, κ.λπ.), δημιουργείται καταπόνηση στα ψάρια με 
αποτέλεσμα να γίνονται ευάλωτα σε τέτοιες παθήσεις. Εφόσον αρκετές ασθένειες έχουν 
σαν συνέπεια την μεγάλη θνησιμότητα, η έγκαιρη διάγνωση αυτών είναι αρκετά 
σημαντική, εξαιτίας της οικονομικής ζημίας των μονάδων εκτροφής (Zhanga et al. 
2014). Με άλλα λόγια, η έγκαιρη διάγνωση του παθογόνου παράγοντα με τη χρήση 
γρήγορων, αξιόπιστων και ευαίσθητων διαγνωστικών μεθόδων φαίνεται να αποτελεί το 
καλύτερο μέτρο πρόληψης και αντιμετώπισης των ασθενειών σε οποιοδήποτε στάδιο 
της εκτροφής (Jimenez et al., 1988). Η εφαρμοσμένη έρευνα στη βιολογία, στη 
διατροφή και στην ιχθυοπαθολογία των εκτρεφόμενων ειδών είναι σε πρωτογενές 
επίπεδο σε σχέση με την έρευνα στη βιολογία και στην παθολογία άλλων παραγωγικών 
ζώων. Συνεπώς, κρίνεται αναγκαία η περαιτέρω έρευνα νέων τεχνικών με 
ικανοποιητικούς ρυθμούς, έτσι ώστε να μπορεί να υποστηρίξει την αλματώδη ανάπτυξη 
του κλάδου σε παραγωγικό επίπεδο (Πράπας et al., 2000)
Οι μοριακές τεχνικές στοχεύουν στην ταχεία ταυτοποίηση των ασθενειών, 
εξαιτίας της υψηλής ευαισθησίας και ειδικότητάς τους. Η PCR (Αλυσιδωτή Αντίδραση 
Πολυμερασης- Polymerase Chain Reaction) είναι η βασικότερη μοριακή τεχνική.
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4Αρχικά η PCR τεχνολογία συνδύασε τον κύκλο του DNA για τον πολλαπλασιασμό του, 
με την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή (Tarasevich et al., 2003). Η εφαρμογή της στην 
ιολογία περιλαμβάνει τον έλεγχο ευαισθησίας στα αντιικά φάρμακα, τον ποσοτικό 
προσδιορισμό του ιικού φορτίου μαζί με την ανίχνευση του ιού. Στην βακτηριολογία οι 
μοριακές μέθοδοι έχουν εφαρμοστεί για τη μελέτη της αντοχής των μικροβίων στα 
αντιβιοτικά, την ανίχνευση απαιτητικών ή βραδέως αναπτυσσομένων βακτηρίων και 
στην ταχεία ανίχνευση των σοβαρών βακτηριακών λοιμώξεων, ακόμα και μετά από 
χορήγηση αντιβιοτικών. Τέλος, στην παρασιτολογία και μυκητολογία έχουν επίσης 
εφαρμοστεί οι μοριακές τεχνικές για την ταχεία διάγνωση λοίμωξης (Peruski et al., 
2003).
Πιο συγκεκριμένα, μέχρι και τον προηγούμενο αιώνα, οι παραδοσιακές μέθοδοι για 
την ανίχνευση και ταυτοποίηση παθογόνων στηρίζονταν αποκλειστικά στα φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά του οργανισμού. (Norqvist et al., 1990 & Vendrell et al., 2006). Η 
τεχνολογία ενίσχυσης των νουκλεϊκών οξέων έχει δημιουργήσει νέες προοπτικές στη 
διάγνωση και ταυτοποίηση και παρατηρείται ότι οι μοριακές μέθοδοι έχουν πλέον 
υπερβεί τις παραδοσιακές μεθόδους διάγνωσης για την πλειονότητα των παθογόνων 
(Persing, 1991). Η ευρεία χρήση της PCR οδήγησε στην ανάπτυξη μιας σειράς 
εναλλακτικών τεχνικών που επιτρέπουν επίσης την ειδική ενίσχυση των νουκλεϊκών 
οξέων, όπως η LMA (ligation-mediated amplification) και η ΤΒΑ (transcription-based 
amplification) (Wu & Wallace, 1989). Με τη σειρά τους, αυτές οι τεχνικές 
τελειοποιήθηκαν, με αποτέλεσμα την εμφάνιση νέων όπως η ΤΜΑ (transcription- 
mediated amplification), η NASBA (nucleic acid sequence-based amplification), η LCR 
(ligase chain reaction), η SDA (strand displacement amplification), η LLA (linear 
linked amplification) και η LAMP (loop mediated isothermal amplification)
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5(Arampatzi- Ziamou et al., 2014), που αποτελούν διαφορετικές προσεγγίσεις 
βελτιστοποίησης της ενίσχυσης των νουκλεϊκών οξέων (Kwoh et al., 1989). Η βασική 
τεχνική της PCR (αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης) περιλαμβάνει 
επαναλαμβανόμενους κύκλους ενίσχυσης επιλεγμένων αλληλουχιών νουκλεϊκών 
οξέων. Απαιτείται η παρουσία ενός ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδικών 
εκκινητών που προσδένονται στους δύο κλώνους της αλληλουχίας- στόχου (Eisenstein, 
1990). Κάθε κύκλος αποτελείται από τρία στάδια: το πρώτο στάδιο είναι η αποδιάταξη 
του DNA, κατά την οποία η διπλή έλικα του DNA-στόχου αποδιατάσσεται. Το δεύτερο 
στάδιο περιλαμβάνει την υβριδοποίηση των εκκινητών, που πραγματοποιείται σε 
χαμηλότερη θερμοκρασία, στην οποία οι εκκινητές υβριδοποιούνται με τις 
συμπληρωματικές τους αλληλουχίες στο μόριο-στόχο τους. Τέλος, είναι η επιμήκυνση 
της αντίδρασης, στην οποία η DNA πολυμεράση επιμηκύνει τις αλληλουχίες των 
υβριδισμένων εκκινητών με κατεύθυνση 5’-3 ’ χρησιμοποιώντας ως μήτρα τον DNA- 
στόχο όπου έχουν προσδεθεί οι εκκινητές. Στο τέλος του κάθε κύκλου, η ποσότητα των 
προϊόντων της PCR θεωρητικά διπλασιάζεται. Η όλη διαδικασία διεξάγεται σε έναν 
προγραμματισμένο θερμικό κυκλοποιητή και ολοκληρώνεται μετά από 30 περίπου 
κύκλους, με αποτέλεσμα την εκθετική αύξηση του συνολικού αριθμού των αντιγράφων 
της αλληλουχίας-στόχου (White et al., 1992). Στο σύστημα PCR πραγματικού χρόνου 
(real-time PCR, R-T PCR) χρησιμοποιείται βρωμιούχο αιθίδιο καθώς και μια κάμερα 
CCD για την παρακολούθηση της εξέλιξης των αντιδράσεων ενίσχυσης μέσα σε 
κλειστό σωλήνα αντίδρασης (Higuchi et al., 1992). Τέλος, η MLMT (multilocus 
microsatellite typing) (Πολυεστιακή τυποποίηση με μικροδορυφορικές αλληλουχίες) 
είναι μια μοριακή τεχνική μεγάλης διακριτικής ικανότητας που χρησιμοποιείται για τη 
διεξαγωγή πληθυσμιακών και γενετικών μελετών, όπως για παράδειγμα
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6επιδημιολογικές μελέτες για τον παθογόνο μύκητα Penicillium marneffei και το 
παράσιτο Leishmania donovani (Gouzelou et a l, 2012). Σημαντικό πλεονέκτημα της 
τεχνικής MLMT είναι ότι, σε αντίθεση με άλλες μεθόδους, επιτρέπει την περαιτέρω 
διαφοροποίηση στελεχών στα ευκαρυωτικά παθογόνα (Schonian et al., 2011). Οι 
μικροδορυφορικές αλληλουχίες είναι περιοχές επαναλαμβανόμενων νουκλεοτιδικών 
μοτίβων 1-6 ζευγών βάσεων, οι οποίες μεταλλάσσονται με ταχύτερους ρυθμούς από το 
υπόλοιπο γονιδίωμα, μεταβάλλοντας κυρίως τον αριθμό των επαναλήψεών τους. Η 
φυσική επιλογή δεν επηρεάζει την εξέλιξη των μικροδορυφορικών αλληλουχιών και τα 
αποτελέσματα που προκύπτουν είναι επαναλήψιμα. Ο πολυμορφισμός αυτός εξετάζεται 
στα υπό μελέτη δείγματα με PCR με τη χρήση εκκινητών που υβριδοποιούνται πριν και 
μετά από τις αλληλουχίες των εν λόγω περιοχών. Το προϊόν είτε αλληλουχείται, για 
μεγαλύτερη ακρίβεια, είτε ηλεκτροφορείται σε πήκτωμα υψηλής διακριτικής ισχύος 
(Fisher et al., 2004).
1.2.Σχέση γονιδίων με μορφολογικά χαρακτηριστικά- αρμοστικότητα
Έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές έρευνες που σχετίζουν τα μορφολογικά 
χαρακτηριστικά των εκτρεφόμενων οργανισμών με την έκφραση συγκεκριμένων 
αλληλουχιών στο DNA. Πιο συγκεκριμένα, έχει γίνει αναφορά στην επίδραση της 
ηλικίας και του διατροφικού προφίλ στην έκφραση γονιδίων του λευκού μυός της 
τσιπούρας (Γεωργίου et al., 2012). Επιπλέον, έχει μελετηθεί η σχέση του ρυθμού 
αύξησης ψαριών Zebrafish με τα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης παραγόντων που 
εμπλέκονται στη ρύθμιση της σωματικής αύξησης και του μεταβολισμού. Πιο 
συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες ατόμων zebrafish τα οποία 
προέρχονταν από τους ίδιους γεννήτορες, ίδιας ηλικιακής κλάσης αλλά με διαφορετικό 
ολικό μήκος, και έπειτα από την απομόνωση του ολικού RNA μελετήθηκε η ποσοτική
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7έκφραση των γονιδίων που σχετίζονται με τη ρύθμιση της σωματικής αύξησης και του 
μεταβολισμού με τη μέθοδο της Real time PCR (Κοΐνης Α. et al., 2012). Επίσης, 
πραγματοποιήθηκε μελέτη που συσχετίζει τη θερμοκρασία κατά την οποία 
πραγματοποιείται η ανάπτυξη των νεαρών ατόμων με το πρότυπο της γονιδιακής 
έκφρασης του zebrafish (Συμεωνίδη Δ., 2011). Κατά τη συγκεκριμένη έρευνα 
πραγματοποιήθηκε απομόνωση του ολικού RNA από άτομα zebrafish και ακολούθησε 
υβριδοποίηση σε ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες Affymetrix με περίπου 
δεκαπέντε χιλιάδες αντιπροσωπευτικές αλληλουχίες γονιδίων. Συμπερασματικά, 
αποδεικνύεται η επίδραση της θερμοκρασίας ανάπτυξης στο επίπεδο της έκφρασης των 
γονιδίων. Επιπλέον, έχουν χρησιμοποιηθεί κάποια από τα διαθέσιμα μοριακά και 
γονιδιωματικά «εργαλεία» που υπάρχουν στην τσιπούρα, όπως δύο γενετικοί χάρτες 
σύνδεσης αποτελούμενους από 204 μικροδορυφορικούς δείκτες και 324 μοριακοί 
δείκτες (Franch et al., 2006), έτσι ώστε να διεξαχθεί μελέτη ανίχνευσης των γονιδιακών 
τόπων (QTL) που επηρεάζουν το σωματικό βάρος, το φύλο καθώς και 18 ακόμη 
μορφομετρικούς χαρακτήρες. Τέλος, με βάση την QTL ανάλυση αποδεικνύεται η 
ύπαρξη γονιδιακών τόπων που επηρεάζουν την ανάπτυξη της τσιπούρας, συνεπώς, 
καταδεικνύεται η δυναμική της συγκριτικής γονιδιωματικής στη στοχευμένη μελέτη 
εντοπισμού QTL σε περιοχές του γονιδιώματος (Loukovitis, 2013).
1.3.Συσγέτιση ετεροζυγωτίας με την αρμοστικότητα (Heterozygosity- fitness 
correlation, HFC)
Όταν διασταυρώνονται διαφορετικοί πληθυσμοί ενός καλλιεργούμενου φυτού ή 
ζώου, συχνά παρατηρείται αύξηση της παραγωγής. Το φαινόμενο αυτό είναι γνωστό 
ως ετέρωση (heterosis). Το αντίστροφο ισχύει για τους απογόνους από διασταυρώσεις 
μεταξύ συγγενών μέσα σε έναν πληθυσμό, οι οποίοι συχνά έχουν μειωμένο σφρίγος,
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:55:49 EET - 137.108.70.7
8φαινόμενο γνωστό ως ομομικτική κατάπτωση (inbreeding depression) (Vogel & 
Motulsky, 1997). Τόσο η ετέρωση όσο και η ομομικτική κατάπτωση είναι γνωστά 
φαινόμενα από τον Δαρβίνο, ο οποίος πραγματοποίησε αρκετά πειράματα επί της 
ομομικτικής κατάπτωσης. Ο συντελεστής ομομιξίας (inbreeding coefficient, F) ενός 
ατόμου σχετίζεται με την επιβίωσή του μέχρι την ενηλικίωση (Falconer & Mackay, 
1995). Πιο συγκεκριμένα, έχει παρατηρηθεί (Lynch et al., 1999) ότι στον πληθυσμό 
των σπουργιτιών του Μαντάρτ υπάρχει ετέρωση. Οι απόγονοι εποίκων από την 
ηπειρωτική χώρα που ζευγαρώνουν με ιθαγενή σπουργίτια είχαν υψηλότερη 
αρμοστικότητα. Τα θηλυκά της πρώτης γενιάς απέθεσαν τα αυγά τους νωρίτερα από τα 
ιθαγενή και τα αρσενικά είχαν μεγαλύτερη πιθανότητα να ζευγαρώσουν. Παρόμοιες 
αυξήσεις ης αρμοστικότητας έχουν παρατηρηθεί σε αρκετές περιπτώσεις τόσο σε φυτά 
όσο και σε ζώα (David P., 1998).
Συσχετίσεις μεταξύ της ετεροζυγωτίας και των συνιστωσών της αρμοστικότητας 
μπορούν να παρατηρηθούν εύκολα με τη χρήση των μικροδορυφόρων (Forstmeier et 
al., 2012 & Chapman et al., 2009). Συνεπώς, η ετεροζυγωτία είναι πιθανό να 
υποδηλώνει το συνολικό επίπεδο ομομιξίας ενός ατόμου, εξαιτίας του γεγονότος ότι οι 
συσχετίσεις της με συνιστώσες της αρμοστικότητας μπορούν να αποτελούν έναν 
έμμεσο τρόπο μέτρησης της ομομικτικής κατάπτωσης (Vogel & Motulsky, 1997). Για 
παράδειγμα, η επιβίωση των προβάτων που ζουν απομονωμένα στη Σκωτία 
επηρεάζεται από την ετεροζυγωτία. Πιο συγκεκριμένα, έχει βρεθεί (Lynch et al., 1999) 
ότι η επιβίωση των μικρών όσο και των μεγάλων προβάτων αυξάνεται σημαντικά με 
την ετεροζυγωτία, εξαιτίας του γεγονότος ότι τα ομομικτικά πρόβατα είναι πιο 
ευάλωτα σε νηματώδεις σκώληκες που παρασιτούν στο πεπτικό τους σύστημα. Το 
γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η ομομικτική κατάπτωση εκδηλώνεται κυρίως μέσω της
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9διακύμανσης στην ανθεκτικότητα των ατόμων στα παράσιτα. Επιπρόσθετα, έχει 
μελετηθεί (Taylor et al., 2010) η σχέση της ετεροζυγωτίας με την πιθανότητα 
ζευγαρώματος του σπουργιτιού (Melospiza melodia) ως δείκτης αρμοστκότητας.
Η κατανόηση της δράσης της φυσικής επιλογής στους πληθυσμούς είναι ένας 
σημαντικός στόχος για την εξελικτική βιολογία. Αρκετές φορές το αντικείμενο αυτό 
καλύπτεται από τη μελέτη φαινοτύπων χρησιμοποιώντας ποσοτική γενετική ανάλυση, 
ενώ το γονιδιακό επίπεδο μελετάται κυρίως μέσω μοριακών τεχνικών (Schonian et al., 
2011). Μία ακόμα λιγότερο απαιτητική μέθοδος είναι η μελέτη της συσχέτισης των 
μοριακών γονότυπων με των χαρακτηριστικών επιλογής σε πληθυσμούς. Πιο 
συγκεκριμένα, θα μπορούσε να πραγματοποιηθεί συσχέτιση μεταξύ πολλών θέσεων 
ετεροζυγωτίας και διαφόρων χαρακτηριστικών αρμοστικότητας χρησιμοποιώντας 
αλλοένζυμα ή μικροδορυφορικούς τόπους (Szulkin et al., 2010). Έχουν αναγνωριστεί 
αρκετές στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ ετεροζυγωτίας και διαφόρων 
χαρακτηριστικών των φυτών, των σπονδύλων και των θαλάσσιων μαλακίων (David P., 
1998). Αρκετές μελέτες, τόσο σε φυτά όσο και σε ζώα, υποδεικνύουν μια θετική σχέση 
μεταξύ της ετεροζυγωτίας και των διάφορων χαρακτηριστικών της αρμοστικότητας 
(fitness) (David P., 1998 & Lynch et al., 1999).
1.4.Θεωρίες και υποθέσεις για το HFC
Υπάρχουν δύο πιθανά αίτια της ομομικτικής κατάπτωσης. Η υπερεπικράτηση θα 
μπορούσε να διατηρεί τους πολυμορφισμούς σε πολλούς γενετικούς τόπους, οπότε τα 
ομομικτικά άτομα θα εμφανίζουν μεγαλύτερη ομοζυγωτία σε αυτούς τους τόπους και 
έτσι θα έχουν μειωμένη αρμοστικότητα. Εναλλακτικά, εάν υπάρχουν στον πληθυσμό 
επιβλαβή υπολειπόμενα αλληλόμορφα, οι διασταυρώσεις μεταξύ συγγενών θα τείνουν 
να τα φέρουν σε ομόζυγη κατάσταση, μειώνοντας και πάλι την αρμοστικότητα
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(Falconer & Mackay, 1995). Οι ίδιες ερμηνείες ισχύουν και για την ετέρωση. Από τη 
μία πλευρά, εάν δύο πληθυσμοί έχουν καθηλώσει διαφορετικά αλληλόμορφα σε 
υπερεπικρατείς τόπους, τα μεταξύ τους υβρίδια της πρώτης γενιάς θα έχουν μεγαλύτερη 
αρμοστικότητα. Από την άλλη, εάν τα επιβλαβή υπολειπόμενα βρίσκονται σε 
διαφορετικές συχνότητες μέσα στο πληθυσμό, είναι λιγότερο πιθανό να γίνουν ομόζυγα 
στα υβρίδια (Barton et al., 2007).
Με σκοπό να ερμηνευτούν οι δράσεις της συσχέτισης της ετεροζυγωτίας με την 
αρμοστικότητα έχουν προταθεί τρεις υποθέσεις. Κατά την πρώτη, effect hypothesis, 
παρατηρείται στατιστικά σημαντική συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με την 
αρμοστικότητα, εξαιτίας της ομομιξίας και της ομομικτικής κατάπτωσης. Οι δείκτες 
που χρησιμοποιούνται για αυτήν την υπόθεση δεν είναι ειδικοί για την περιοχή που 
προκαλεί την ομομικτική κατάπτωση, αλλά είναι ουδέτεροι για την περιοχή της 
ετεροζυγωτίας (Hansson & Westerberg, 2002). Κατά την δεύτερη υπόθεση, local- effect 
hypothesis, υποστηρίζεται ότι η συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με την αρμοστικότητα 
συμβαίνει εξαιτίας της αρνητικής επίδρασης της ομομιξίας (Chistiakow et al., 2006). 
Τέλος, η τρίτη υπόθεση direct- effect hypothesis υποστηρίζει την συσχέτιση της 
ετεροζυγωτίας με την αρμοστικότητα με άμεση επίδραση σε συγκεκριμένες περιοχές 
(Hoglund, 2009).
1.5.HFC και μοριακοί δείκτες
Αν και η χρήση των μοριακών δεικτών είναι ο βασικός τρόπος μελέτης μεταξύ των 
εξελικτικών βιολόγων και οι μέθοδοι ανάλυσης γενετικών δεδομένων βρίσκεται σε 
ταχεία ανάπτυξη, υπάρχει έλλειψη ενός οργανωμένου πλαισίου για τους επιστήμονες 
(Chenuil, 2006). Οι μοριακοί δείκτες καθορίζονται από δύο συνιστώσες. Η πρώτη είναι
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η περιοχή του DNA που πρόκειται να καλύψουν, και η δεύτερη είναι η τεχνική που 
χρησιμοποιείται για την εύρεση της διαφοροποίησης (Goldstein et al., 1995). Τα 
κριτήρια για την επιλογή του κατάλληλου μοριακού δείκτη είναι το επίπεδο της 
διαφοροποίησης, τη φύση της πληροφορίας, η οποία πρέπει να προσδιορίζεται ανάλογα 
με το επιστημονικό ερώτημα, και τέλος πρακτικά κριτήρια, τα οποία έχουν να κάνουν 
με τον εξοπλισμό που διαθέτει το κάθε εργαστήριο καθώς και με την εμπειρία του κάθε 
ερευνητή (Παπαϊωάννου, 2010). Παλιά, οι συχνότεροι μοριακοί δείκτες που 
χρησιμοποιούνταν ευρέως ήταν ο πολυμορφισμός μεγέθους περιοριστικού θραύσματος 
(RFLP), ο τυχαίος πολλαπλασιασμός πολυμορφικού DNA (RAPD), καθώς και η 
ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών. Η μέθοδος RFLP βασίζεται στην παραγωγή διαφορετικού 
μήκους περιοριστικών θραυσμάτων έπειτα από την πέψη του DNA με περιοριστικά 
ένζυμα (Botstein et al., 1980). Η μέθοδος RAPD βασίζεται στο διαφορετικό 
πολλαπλασιασμό, με τη βοήθεια της PCR, τυχαίων αλληλουχιών ενός δείγματος DNA 
με εκκινητές που αποτελούνται από μικρές ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες, συνήθων 
των 8 με 10 βάσεων (Williams et al., 1990). Τέλος, η μέθοδος της ηλεκτροφόρησης 
πρωτεϊνών είναι ένα σύστημα μοριακών δεικτών βασισμένο στην υπάρχουσα 
ποικιλότητα των πρωτεϊνών που επιτελούν ταυτόσημη λειτουργία αλλά διαφέρουν ως 
προς την ηλεκτροφορητική κινητικότητα. Παρ’ όλα αυτά, κατά τα τελευταία χρόνια 
χρησιμοποιούνται αρκετά οι μικροδορυφορικές αλληλουχίες. Πρόκειται για 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες στο DNA ενός μέχρι πέντε νουκλεοτιδίων, τα οποία 
εντοπίζονται σε μεγάλο βαθμό στο γονιδίωμα των ευκαρυωτικών οργανισμών. 
Εμφανίζουν υψηλά επίπεδα πολυμορφισμού, εξαιτίας του μεγάλου ρυθμού 
μεταλλάξεων (Buburuzan et al., 2007). Τέλος, παρατηρήθηκε ότι η μέση ετεροζυγωτία
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σε σπονδυλωτά είναι μια τάξη μεγέθους υψηλότερη σε μικροδορυφορικούς τόπους σε 
σχέση με αλλοενζυμικούς τόπους (DeWoody & Avise, 2000).
Προκειμένου να μετρηθεί η ομομικτική κατάπτωση (inbreeding depression) σε 
άγριους πληθυσμούς έχουν χρησιμοποιηθεί αρκετοί τρόποι υπολογισμού του 
συντελεστή της ομομιξίας. Είναι γνωστό ότι η ομομιξία μπορεί να προκαλέσει 
συσχέτιση μεταξύ των τόπων σε όλο το γονιδίωμα, φαινόμενο που ονομάζεται 
ανισορροπία ταυτότητας (Weir & Cockerham, 1973). Συνεπώς, οι δείκτες 
ετεροζυγωτίας μπορούν να παρέχουν μια εκτίμηση του γονιδιώματος στο επίπεδο 
ετεροζυγωτίας και αρμοστικότητας. Με την εύρεση αρκετών μοριακών δεικτών έχουν 
προταθεί εναλλακτικοί τρόποι μέτρησης για την ανίχνευση της ομομιξίας. Η μέση τιμή 
του d2 είναι ένα τέτοιο μέτρο βασισμένο στους μικροδορυφόρους, κατά το οποίο 
υποστηρίζει ότι το τετράγωνο της διαφοράς σε επαναλαμβανόμενες μονάδες μεταξύ 
οποιωνδήποτε δύο αλληλομόρφων σε έναν τόπο είναι γραμμική συνάρτηση του χρόνου 
από την συνένωση των δύο αλληλομόρφων (Goldstein et al., 1995). Ένας ακόμη 
τρόπος μέτρησης είναι ο Multi-locus heterozygosity (MLH), κατά τον οποίο ο αριθμός 
των περιοχών της ετεροζυγωτίας διαιρείται με τον αριθμό των τόπων του γονότυπου 
(Coltman et al., 1999). Ένας ακόμα τρόπος υπολογισμού είναι ο IR (Internal 
relatedness), κατά τον οποίο υπολογίζεται η ετεροζυγωτία με βάση τη σπανιότητα των 
αλληλομόρφων (Amos et al., 2001). Τέλος, ο HL (Homozygosity by locus) είναι το 
άθροισμα της πιθανότητας ετεροζυγωτίας σε ομόζυγους τόπους, με βάση τις 
συχνότητες εμφάνισης αλληλομόρφου στον πληθυσμό, με τη πιθανότητα ετεροζυγωτίας 
σε όλα τα αλληλόμορφα για έναν συγκεκριμένο γονότυπο (Aparicio et al., 2006).
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1.6. Αρμοστικότητα (Fitness)
Πολλές φορές, με σκοπό να μετρηθεί ση συσχέτισε της ετεροζυγωτίας με την 
αρμοστικότητα, χρησιμοποιούνται αρκετά μορφολογικά χαρακτηριστικά ως δείκτες 
αρμοστικότητας. Για παράδειγμα, έχει παρατηρηθεί επίδραση της ηλικίας και του 
διατροφικού προφίλ στην έκφραση γονιδίων του λευκού μυός της τσιπούρας (Γεωργίου 
et al., 2012). Επίσης, ως δείκτης αρμοστικότητας έχει χρησιμοποιηθεί ο ρυθμός 
ανάπτυξης (Κοΐνης Α. et al., 2012), καθώς και η θερμοκρασία ανάπτυξης νεαρών 
ατόμων του ψαριών zebrafish (Συμεωνίδη Δ., 2011), το σωματικό βάρος και φύλο της 
τσιπούρας (Loukovitis, 2013), η πιθανότητα ζευγαρώματος εξαιτίας του τραγουδιού του 
σπουργιτιού (Taylor et al., 2010), επιβίωση των προνυμφών του Bufo calamita και τον 
ρυθμό ανάπτυξης (Rowe et al το 1999), το μήκος και βάρος του είδους Salmo salar 
(Borrell et al., 2004), το βάρος των νεογνών του είδους Phoca vitulina (Coltman et al., 
1998), αλλά και της πειραματικής παρασίτωσης του Parus major (Voegeli et al., 2012).
Η αρμοστικότητα προσδιορίζει τον ρυθμό με τον οποίο ο γενότυπος αυξάνει την 
παρουσία του στον πληθυσμό σε σχέση με τον ρυθμό ενός άλλου γενότυπου (Orr, 
2009). Υπάρχει μια μεγάλη ποικιλία διαφορών μεταξύ δύο γενοτύπων που μπορεί να 
επηρεάσει την αρμοστικότητά τους, όπως είναι η επιβίωση των ατόμων μέχρι το στάδιο 
της αναπαραγωγής, με όποιον πιθανό φαινότυπο επιτευχθεί, η γονιμότητα των θηλυκών 
ατόμων με την εναπόθεση ωαρίων ή αυγών, η γονιμότητα των αρσενικών ατόμων με 
τον αριθμό απογόνων, η επιτυχία του αρσενικού ή του θηλυκού για σύζευξη, καθώς και 
κατά πόσο το αρσενικό μπορεί να επιλέξει θηλυκά με υψηλή γονιμότητα (Reed & 
Frankham, 2001). Η σχετική αρμοστικότητα (relative fitness) (w) αντικαθιστά συνήθως 
τις απόλυτες τιμές της αρμοστικότητας, ενώ δίνεται αυθαίρετα η τιμή 1 στον γενότυπο 
με την υψηλότερη αρμοστικότητα, διαιρώντας όλες τις τιμές με τη μεγαλύτερη. Επίσης,
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ο συντελεστής επιλογής (selection coefficient) (s) δίνεται από τη σχέση s = 1 — w 
(Charlesworth & Hughes, 2000). Ενώ η αρμοστικότητα των γενοτύπων είναι σταθερή, 
η αρμοστικότητα του πληθυσμού είναι εξ ορισμού συνάρτηση των συχνοτήτων των 
αλληλομόρφων και μπορεί να μεταβάλλεται από γενιά σε γενιά. Παρ ‘όλα αυτά, στις 
περισσότερες περιπτώσεις η αρμοστικότητα καθορίζεται από το περιβάλλον. 
Παραδείγματος χάριν στο είδος Drosophila pseudoobscura το δεύτερο χρωμόσωμα 
παρουσιάζει διάφορες αναστροφές ανάλογα με τη θερμοκρασία του περιβάλλοντος, με 
συνέπεια οι συχνότητες των αναστροφών να ποικίλουν από τόπο σε τόπο και από εποχή 
σε άλλη (Lopez-Fanjul, & Villaverde, 1989).
1.7.Εφαρμογές μικροδορυφόρων
Εξαιτίας των αντικρουόμενων αποτελεσμάτων από πολλές μελέτες που προσπαθούν 
να βρουν τη συσχέτιση της αρμοστικότητας με την ετεροζυγωτία, η έρευνα και οι 
τρόποι προσδιορισμού του HFC παραμένουν αμφιλεγόμενη. Παλιότερα, οι μοριακές 
μετρήσεις γενετικής παραλλακτικότητας έχουν ως επί το πλείστον βασιστεί σε 
αλλοενζυμικούς δείκτες, οι οποίοι όμως έχουν αρκετούς περιορισμούς, εξαιτίας της 
ευαισθησίας τους (Gouzelou et al, 2012). Παρ’ όλα αυτά, τα τελευταία χρόνια 
χρησιμοποιούνται όλο και περισσότερο οι μικροδορυφόροι για συσχετίσεις μεταξύ 
ετεροζυγωτίας και αρμοστικότητας. Πιο συγκεκριμένα, οι Rowe et al το 1999 
μελέτησαν στο είδος βατράχου Bufo calamita, χρησιμοποιώντας 38 μικροδορυφορικούς 
τόπους, τη συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με χαρακτηριστικά της αρμοστικότητας, όπως 
την επιβίωση των προνυμφών και το ρυθμό ανάπτυξη, ενώ τα αποτελέσματα έδειξαν τη 
θετική συσχέτιση αυτών. Αντιθέτως, οι Borrell et al., το 2004 μελέτησαν τη σχέση της 
ετεροζυγωτίας με μορφολογικά χαρακτηριστικά, όπως είναι το μήκος και το βάρος του 
είδος Salmo salar. Πιο συγκεκριμένα, με τη χρήση οκτώ μικροδορυφορικών τόπων δεν
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παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στη σχέση ετεροζυγωτίας με το βάρος 
και το μήκος εκτρεφόμενων σολομών υπολογίζοντας το d2. Απεναντίας, σε παρόμοια 
μελέτη για το συσχετισμό μεταξύ ετεροζυγωτίας και βάρος νεογνών του είδους Phoca 
vitulina, παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές με τη χρήση του παράγοντα 
d2 (Coltman et al., 1998). Επιπλέον, έχει πραγματοποιηθεί έρευνα (Curik et al., 2003) 
για την συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με είκοσι επτά μορφολογικά χαρακτηριστικά 
αλόγου με τη χρήση του μικροδορυφορικού δείκτη d2. Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε η 
συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με το μήκος των δοντιών της φώκιας Arctocephalus 
gazella, χρησιμοποιώντας εννέα μικροδορυφόρους (Hoffman et al., 2010). Ακόμα, σε 
μια έρευνα (Lieutenant- Gosselin & Bernatchez, 2006) μελετήθηκε η σχέση της 
ετεροζυγωτίας με τη χρήση 30 μικροδορυφόρων με πέντε δείκτες της αρμοστικότητας, 
όπως είναι η επιβίωση, η επιτυχία του ζευγαρώματος, το μήκος και η κατάσταση του 
σώματος του είδους Gasterosteus aculeatus.
Αξίζει να σημειωθεί ότι η μέθοδος των μικροδορυφόρων έχει εφαρμοστεί και για 
την συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με την αρμοστικότητα, όταν ως δείκτης 
αρμοστικότητας προσδιορίζεται η ύπαρξη ή η απουσία παρασίτων στο είδος που 
μελετάται. Πιο συγκεκριμένα έχει διερευνηθεί (Voegeli et al., 2012) η επίδραση της 
πειραματικής παρασίτωσης του είδους πτηνού Parus major στο HFC. Για το σκοπό 
αυτό, χρησιμοποίησαν δείγματα αίματος από παρασιτωμένα πουλιά και με σαράντα 
πέντε μικροδορυφόρους βρήκαν μία σημαντική συσχέτιση της παρασίτωσης με την 
ετεροζυγωτία. Επιπλέων, παρατήρησαν ότι ο βαθμός παρασίτωσης δεν επηρεάζεται από
το HFC.
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1.8.Εφαρμογές μικροδορυφόρων στην οικογένεια Sparidea
Έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές έρευνες για τη συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με την 
αρμοστικότητα σε ψάρια της οικογένειας Sparidea. Πιο συγκεκριμένα, έχει μελετηθεί 
(Fassatoui et al., 2012) η σχέση της ετεροζυγωτίας με την ηλικία, καθώς και με 
παράγοντες ανάπτυξης στο είδος του λυθρινιού Pagellus erythrinus. Αναλυτικότερα, 
μετρήθηκαν μορφολογικά χαρακτηριστικά των ατόμων ως δείκτες αροστικότητας, 
όπως το σταθερό μήκος, το ολικό σωματικό βάρος, το μήκος και βάρος των οτολίθων, 
καθώς και υπολογίστηκε ο δείκτης ευρωστίας (Condition factor, CF) και ο σχετικός 
δείκτης ευρωστίας (relative condition factor, RCF) του κάθε ατόμου, ενώ για τον 
υπολογισμό της ετεροζυγωτίας πραγματοποιήθηκε αλλοενζυμική ηλεκτροφόρηση. Από 
τα αποτελέσματα της συγκεκριμένης έρευνας φάνηκε ότι μόνο οι οτόλιθοι ως δείκτες 
αρμοστικότητας είχαν στατιστικά σημαντική συσχέτιση με την ετεροζυγωτία. 
Επιπρόσθετα, έχει μελετηθεί (Borrell et al., 2011) η συσχέτιση της ετεροζυγωτίας 
χρησιμοποιώντας τον δείκτη MLH με δείκτες αρμοστικότητας όπως το μεσουραίο 
μήκος, το ολικό βάρος και ο δείκτης ευρωστίας. Παρατηρήθηκε ότι όλες οι σημαντικές 
συσχετίσεις ήταν αρνητικές, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι ετεροζυγώτες είχαν 
χαμηλότερη αρμοστικότητα σε αντίθεση με τους ομοζυγώτες, ενώ δεν παρατηρήθηκε 
ομομικτική κατάπτωση. Επιπλέον, έχει ερευνηθεί (Lenfant, 2002) η συσχέτιση της 
ετεροζυγωτίας με τη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών MLS και Fis με διάφορα 
χαρακτηριστικά της αρμοστικότητας όπως η ηλικία ατόμων σαργού (Diplodus sargus) 
ανάλογα με το φύλο, καθώς και η διαδικασία αναστροφής του φύλου.
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1.9. Σκοπός παρούσας μελέτης
Ο σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η συσχέτιση της ετεροζυγωτίας στο ψάρι 
Diplodus puntazzo με στοιχεία αρμοστικότητας, όπως είναι η παρουσία ή η απουσία 
παρασίτων Enteromyxum leei, καθώς και δεκαπέντε ακόμα μορφολογικές παράμετροι.
Το παράσιτο που επιλέχθηκε προκαλεί σημαντικές απώλειες στις Μεσογειακές 
ιχθυοκαλλιέργειες, ενώ στη τσιπούρα και στη χιόνα έχει αποδειχθεί ότι έχει άμεσο 
βιολογικό κύκλο και μεταδίδεται μάλλον μέσω του νερού (Diamant 1997, Diamant & 
Wajsbrot 1997, Golomazou et al. 2006). Τα ποσοστά θνησιμότητας αυξάνονται 
συνήθως σε θερμοκρασίες άνω των 22° C και μειώνονται σε θερμοκρασίες 
χαμηλότερες των 15ο C. Τα μολυσμένα ψάρια εμφανίζουν απίσχναση με διογκωμένες 
χοληδόχους κύστεις και διογκωμένο κοιλιακό τοίχωμα. Μερικές φορές έχει 
παρατηρηθεί αποχρωματισμένο και πρασινωπό ήπαρ με εμφανή σημάδια λιπώδους 
εκφύλισης. Κατά κύριο λόγο, στα σπλάχνα των περισσοτέρων μολυσμένων από το 
παράσιτο ψάρια παρατηρούνται σημαντικές ποσότητας λίπους (Rigos et al., 1999).
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2. Υλικά και Μέθοδοι
2.1. Επιλογή δειγμάτων
Για την πειραματική διαδικασία της παρούσας μελέτης χρησιμοποιήθηκαν δείγματα 
χιόνας από προηγούμενη μελέτη, κατά την οποία πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες 
σε ψάρια του είδους D. puntazzo, τα οποία προήλθαν από μονάδα εκτροφής στη βόρεια 
ακτή του Κορινθιακού κόλπου, με ιστορικό στην παρασίτωση από το παράσιτο E. leei. 
(Καρατζίνος Θ., 2012). Το είδος του ψαριού επιλέχθηκε ως το πιο ευπαθές στην 
παρασίτωση από το συγκεκριμένο μυξοσπορίδιο, εφόσον έχουν αναφερθεί μεγάλες 
θνησιμότητες εξαιτίας της ασθένειας. Στα δείγματα πραγματοποιήθηκε 
ιχθυοπαθολογική εξέταση πριν την είσοδό τους στην πάχυνση στις 26 Μαρτίου του 
2010, με σκοπό τη διαπίστωση ότι τα ψάρια είναι απαλλαγμένα από παθογόνους 
οργανισμούς, σύμφωνα με την εφαρμοζόμενη ορθή πρακτική. Η διατροφή των 
δειγμάτων πραγματοποιούνταν καθημερινά με σύμπηκτα κατάλληλα για χιόνες. Τα 
ψάρια εισήχθησαν στην πάχυνση με βάρος 2g λίγο πριν την έναρξη των 
δειγματοληψιών. Κατά τη διάρκεια του πειράματος παρατηρήθηκε σταδιακή αύξηση 
του βάρους από 2,4 ± 0,21 g τον Απρίλιο, σε 26,8 ±2,11 g τον Αύγουστο. Κατά τη 
διάρκεια του πειράματος υπήρχε καθημερινή καταγραφή της θερμοκρασίας, ενώ η 
μικρότερη τιμής της παρατηρήθηκε κατά τον μήνα Απρίλιο με μέση τιμή 14,8 ±0,15 °C 
και η μεγαλύτερη κατά τον μήνα Αύγουστο με μέση τιμή 25,5 ±0,16 °C. από την 
παρατήρηση του θερμοκρασιακού προφίλ φαίνεται ότι η αύξηση της θερμοκρασίας 
ήταν ανάλογη της εποχής στην οποία πραγματοποιήθηκε η δειγματοληψία, ενώ δεν 
παρατηρήθηκαν μη αναμενόμενες αυξομειώσεις.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:55:49 EET - 137.108.70.7
19
Οι μηνιαίες δειγματοληψίες ξεκίνησαν τον Απρίλιο του 2010 και 
ολοκληρώθηκαν τον Σεπτέμβριο του ιδίου έτους, και τα δείγματα λαμβάνονταν την 
τελευταία μέρα κάθε μήνα, έτσι ώστε να υπάρχει πρόβλεψη για τον επόμενο μήνα που 
ακολουθεί. Κάθε μήνα συλλέγονταν είκοσι τυχαία ψάρια από τον ίδιο κλωβό και 
καταψύχονταν άμεσα στους -20ο C με σκοπό να εξεταστούν νεκροσκοπικά και 
παρασιτολογικά για την παρουσία ή την απουσία του παρασίτου E. leei, ενώ υπήρχε 
συνεχείς καταγραφή της θνησιμότητας.
Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη είχαν παρατηρηθεί 
μακροσκοπικά για την εκτίμηση της εξωτερικής εικόνας τους καθώς και 
παρασιτολογικά με εξέταση νωπών παρασκευασμάτων από τα βράγχια, το δέρμα, τον 
εντερικό σπλήνα, της χοληδόχου κύστης και το νεφρό. Επιπρόσθετα, 
πραγματοποιήθηκε άμεση ταυτοποίηση των παρασίτων μετά την ανεύρεσή τους με 
βάση τις κλείδες, υπολογίστηκε το ποσοστό προσβολής καθώς και η ένταση της 
παρασίτωσης. Τέλος, ανιχνεύθηκε το παράσιτο E. leei με τη τεχνική της qPCR.
Επιπλέον, στην παρούσα μελέτη μετρήθηκαν αρκετά μορφολογικά χαρακτηριστικά 
των δειγμάτων, όπως το ολικό σωματικό βάρος, η απόσταση μέχρι τη κόγχη, η 
απόσταση μεταξύ του οφθαλμού και του ρύγχους, η διάμετρος του οφθαλμού, η 
απόσταση μετά τη κόγχη, το μήκος του κεφαλιού, το μήκος των θωρακικών πτερυγίων, 
η απόσταση μέχρι το ραχιαίο πτερύγιο, το ύψος των ραχιαίων πτερυγίων, το μήκος της 
βάσης των ραχιαίων πτερυγίων, το μέγιστο ύψος των δειγμάτων, το μήκος βάσης των 
εδρικών πτερυγίων, το ύψος των εδρικών πτερυγίων, το ελάχιστο ύψος των ατόμων, το 
μήκος του ουραίου μίσχου, καθώς και το σταθερό μήκος των δειγμάτων.
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2.2. Απομόνωση ολικού DNA και PCR
Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε απομόνωση του ολικού DNA από τον μυικό 
ιστό ψαριών πάνω από την κοιλιακή χώρα. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε το 
πρωτόκολλο φαινόλης- χλωροφορμίου (Sambrook et al. 1989) για την καλύτερη 
απεικόνιση του DNA. Πιο συγκεκριμένα, ισοβαρή τμήματα του ιστού των ψαριών, τα 
οποία ήταν αποθηκευμένα στην κατάψυξη στους -20ο C, τοποθετήθηκαν σε κυβέττες 
και προστέθηκαν 500 κ1 ΤΝΕ, 100 k1 SDS, 100 k1 Tris-HCl και 10 k1 Proteinase k σε 
κάθε δείγμα, και έπειτα από δίωρη επώαση σε υδατόλουτρο (εικόνα 1), προστέθηκαν 
300 κ1 φαινόλης και 300 κ1 χλωροφόρμιο-ισοαμυλική (24/1). Στη συνέχεια τα μίγματα 
φυγοκεντρίθηκαν (εικόνα 2) στις 12000 στροφές για δέκα λεπτά στους 4 °C και 
χρησιμοποιήθηκε το υπερκείμενο. Σε αυτό, προστέθηκαν 600 κ1 χλωροφόρμιο- 
ισοαμυλική και φυγοκεντρίθηκαν για 10 λεπτά στις 12000 στροφές στους 4ο C. 
Κατόπιν, προστέθηκε 1 ml καθαρής αλκοόλης, καθώς και 10 k1 sodium acetate και τα 
δείγματα αποθηκεύτηκαν στην κατάψυξη στους -20 ° C για τριάντα λεπτά. Έπειτα, οι 
κυβέττες φυγοκεντρίθηκαν, έτσι ώστε να κατακρατηθεί η πελλέτα, η οποία ξεπλύθηκε 
με 70% αιθανόλη. Τέλος, το DNA διαλύθηκε σε διάλυμα TE και φυλάχτηκε στην 
κατάψυξη στους -80 °C, έως ότου χρησιμοποιηθεί. Από την απομόνωση του ολικού 
DNA των δειγμάτων, τα διαλύματα μετρήθηκαν σε nanodrop καθώς και σε οριζόντια 
ηλεκτροφόρηση (εικόνα 3) σε πήκτωμα αγαρόζης 0,8%, με σκοπό την καλύτερη εικόνα 
της ποσότητας και της ποιότητας του DNA.
Για την μέθοδο της PCR (εικόνα 4) χρησιμοποιήθηκε multiplex PCR Kit 
(Qiagen), ενώ οι συνθήκες της μεθόδου ρυθμίστηκαν στους 95ο C για δεκαπέντε λεπτά 
και πραγματοποίησε τριάντα κύκλους. Πιο συγκεκριμένα, τα δείγματα παρέμειναν 
στους 95ο C για ένα λεπτό, έπειτα στους 72ο C για μισό λεπτό και τέλος στους 75ο C για
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τριάντα δευτερόλεπτα. Τα ενισχυμένα τμήματα του DNA, τέλος γονοτυπήθηκαν σε 
αυτόματο αλληλουχιτή τύπου ABI 3730 και το σκοράρισμα- έλεγχος των 
αλληλομόρφων πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα STRand. Για τον υπολογισμό 
των δεικτών IR και HL χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα IRmacroN v. 4.0, μία 
μακροεντολή του προγράμματος Excel (Amos et al, 2001).
Εικόνα 1: Υδατόλουτρο που χρησιμοποιήθηκε στη διαδικασία του πειράματος
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Εικόνα 2: Φυγόκεντρος που χρησιμοποιήθηκε για τη διαδικασία του πειράματος
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:55:49 EET - 137.108.70.7
23
Εικόνα 3: Οριζόντια ηλεκτροφόρηση που χρησιμοποιήθηκε με σκοπό την καλύτερη εικόνα της
ποσότητας και της ποιότητας του DNA.
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Εικόνα 4: PCR που χρησιμοποιήθηκε για τη διαδικασία του πειράματος
2.3. Στατιστική ανάλυση
Για τη στατιστική ανάλυση χρησιμοποιήθηκαν τα προγράμματα Minitab, SPSS καθώς 
και το excel για τον υπολογισμό των συσχετίσεων των μικροδορυφορικών δεικτών με 
τις μορφολογικές παραμέτρους καθώς και με το παρασιτικό φορτίο. Πιο συγκεκριμένα, 
με το πρόγραμμα Minitab προσδιορίστηκαν οι τιμές P value του κάθε
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μικροδορυφορικού δείκτη με τις μορφολογικές παραμέτρους και με το παρασιτικό 
φορτίο.
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3. Αποτελέσματα
Μετά την διαδικασία της απομόνωσης του ολικού DNA, πραγματοποιήθηκε οριζόντια 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης για την απεικόνιση της ποιότητας και 
ποσότητας του γενετικού υλικού όπως φαίνεται στην εικόνα 5.
Εικόνα 5: απεικόνιση του DNA με τη μέθοδο της ηλεκτροφόρησης
3.1.Διασπορά αριθμού παρασίτων με μικροδορυφορικούς δείκτες:
Στις εικόνες 6, 7, 8, 9 10 και 11 φαίνεται η γραμμική σχέση του αριθμού παρασίτων 
που υπολογίστηκαν με τη χρήση της qPCR με τις τιμές των μικροδορυφορικών δεικτών 
het_Obs, IR, st. het_Exp, st.het_Obs, st.d-sqd καθώς και HL αντίστοιχα.
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Εικόνα 6: Διασπορά αριθμού παρασίτων που βρέθηκαν με χρήση qPCR με την παράμετρο 
het_obs με P value= 0,499
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Εικόνα 7: Διασπορά αριθμού παρασίτων που βρέθηκαν με χρήση της qPCR με την παράμετρο 
IR με P value= 0,547
Εικόνα 8: Διασπορά αριθμού παρασίτων που βρέθηκαν με χρήση της qPCR με την παράμετρο 
st. het_Exp με P value= 0,632
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Εικόνα 9: Διασπορά αριθμού παρασίτων που βρέθηκαν με χρήση της qPCR με την παράμετρο 
st.het_Obs με P value= 0,669
Εικόνα 10: Διασπορά αριθμού παρασίτων που βρέθηκαν με χρήση της qPCR με την παράμετρο 
st.d-sqd με P value= 0,683
Εικόνα 11: Διασπορά αριθμού παρασίτων που βρέθηκαν με χρήση της qPCR με την παράμετρο 
HL με P value= 0,420
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3.2. Στατιστική ανάλυση
Πραγματοποιήθηκε σύγκριση των μέσων τιμών από κάθε μικροδορυφορικό τόπο 
μεταξύ ατόμων που έχουν παράσιτα και ατόμων που δεν έχουν σε επίπεδο 
σημαντικότητας 95%, όπως φαίνεται από τον πίνακα 1.
Πίνακας 1: Μέσος όρος και τυπική απόκλιση ατόμων με και χωρίς παράσιτα και οι τιμές P
value
Μ.Ο. ± Τυπική απόκλιση
Θετικά Αρνητικά P value
het Obs 0,77±0,13 0,72±0,16 0,89
IR -0,05±0,16 0,0002±0,204 0
st. het Exp 1,05±0,17 1,008±0,211 0,8
st. het Obs 1,02±0,19 0,99±0,19 0,8
st. d-sqd 0,32±0,06 0,276±0,099 0,99
HL 0,19±0,14 0,24±0,15 0,06
Πραγματοποιώντας t-test μέσων όρων όπως φαίνεται από τους πίνακες 1 και 2, βρέθηκε 
ότι για την πρώτη παράμετρο het_Obs το ρ= 0.89. συνεπώς, δεν θεωρείτε στατιστικά 
σημαντική διαφορά. Αντίθετα, για την δεύτερη παράμετρο IR βρέθηκε ότι ρ=0 με 
αποτέλεσμα να υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά. Για την τρίτη παράμετρο st. 
het_exp βρέθηκε ρ=0.8. Επίσης, για την τέταρτη παράμετρο st.het_Obs υπολογίστηκε 
ρ=0.8 με αποτέλεσμα να μην υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά. Για την πέμπτη 
παράμετρο st. d-sqd βρέθηκε ότι p= 0.99, δηλαδή δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική 
διαφορά. Τέλος, για την έκτη παράμετρο HL υπολογίστηκε p=0.06. Συμπερασματικά, 
στατιστικά σημαντική διαφορά φάνηκε μόνο στον δεύτερο δείκτη IR.
Επιπλέον, έγινε σύγκριση των μέσων τιμών από κάθε μορφολογική παράμετρο μεταξύ 
ατόμων που έχουν παράσιτα και ατόμων που δεν έχουν σε επίπεδο σημαντικότητας
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95%. Πιο συγκεκριμένα, υπολογίστηκαν οι μέσοι όροι και οι τυπικές αποκλίσεις των 
μορφομετρικών μετρήσεων, όπως φαίνεται από τον πίνακα 2 και υπολογίστηκαν οι 
τιμές του P value.
Πίνακας 2: Μέσος όρος και τυπική απόκλιση ατόμων με (θετικά) και χωρίς (αρνητικά) 
παράσιτα και οι τιμές P value
Μ.Ο ± Τυπική απόκλιση
Θετικά Αρνητικά P value
Ολικό σωματικό βάρος 10,08±7,9 15,97±15,98 0,104
Απόσταση μέχρι τη κόγχη 7,65±1,96 9,03±2,28 0,051
Απόσταση οφθαλμού- ρύγχους 13,51±2,83 15,62±4,42 0,055
Διάμετρος οφθαλμού 5,76±0,92 6,74±1,74 0,033
Απόσταση μετά τη κόγχη 8,45±1,62 9,60±2,85 0,086
Μήκος κεφαλιού 21,03±4,08 23,87±6,65 0,075
Μήκος θωρακικών πτερυγίων 19,64±4,38 23,29±7,58 0,054
Απόσταση μέχρι ραχιαίο πτερύγιο 28,10±5,69 32,32±10,07 0,078
Ύψος ραχιαίου πτερυγίου 11,54±1,87 12,85±3,50 0,101
Μήκος βάσης ραχιαίου πτερυγίου 33,42±6,84 38,78±12,26 0,07
Μέγιστο ύψος σώματος 27,17±5,57 31,74±10,50 0,071
Μήκος βάσης εδρικού πτερυγίου 14,64±2,81 17,08±5,24 0,06
Ύψος εδρικού πτερυγίου 6,83±1,34 7,66±2,09 0,089
Ελάχιστο ύψος σώματος 7,48±1,21 8,28±2,32 0,119
Μήκος ουραίου μίσχου 7,40±1,68 7,84±2,38 0,259
Σταθερό μήκος 73,28±15,97 85,24±26,01 0,062
Όπως φαίνεται από τον παραπάνω πίνακα, δεν παρατηρούνται στατιστικά 
σημαντικές διαφορές των μορφομετρικών παραμέτρων ανάμεσα στα άτομα που 
ανιχνεύθηκαν με παρασιτικό φορτίο με τη χρήση της qPCR και στα άτομα τα οποία 
δεν ανιχνεύθηκαν παράσιτα, εκτός από τη διάμετρο του οφθαλμού, στο οποίο 
υπολογίστηκε ότι P value=0.033.
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Στον παρακάτω πίνακα φαίνονται οι τιμές του P value σε επίπεδο σημαντικότητας 
95% του κάθε μικροδορυφορικού δείκτη με το παρασιτικό φορτίο καθώς και με τις 
μορφολογικές παραμέτρους.
Πίνακας 3: Οι τιμές του P value των μικροδορυφορικών δεικτών
Τιμές P value
het_Obs IR st.het Exp
st.
het Obs st. d-sqd HL
Ολικό σωματικό βάρος 0,995 0,982 0,976 0,98 0,898 0,979
Απόσταση μέχρι τη κόγχη 0,302 0,021 0,047 0,017 0,535 0,227
Απόσταση οφθαλμού- ρύγχους 0,031 0,186 0,3 0,35 0,476 0,049
Διάμετρος οφθαλμού 0,015 0,002 0,004 0,005 0,191 0,013
Απόσταση μετά τη κόγχη 0,591 0,243 0,115 0,209 0,651 0,67
Μήκος κεφαλιού 0,439 0,153 0,21 0,137 0,849 0,365
Μήκος θωρακικών πτερυγίων 0,001 0,008 0 0 0,041 0,032
Απόσταση μέχρι ραχιαίο πτερύγιο 0,196 0,302 0,267 0,379 0,706 0,224
Ύψος ραχιαίου πτερυγίου 0,925 0,757 0,692 0,71 0,895 0,79
Μήκος βάσης ραχιαίου πτερυγίου 0,005 0,033 0,018 0,043 0,288 0,004
Μέγιστο ύψος σώματος 0,534 0,556 0,511 0,51 0,026 0,799
Μήκος βάσης εδρικού πτερυγίου 0,038 0,019 0,091 0,255 0,166 0,012
Ύψος εδρικού πτερυγίου 0,003 0,011 0,013 0,014 0,308 0,002
Ελάχιστο ύψος σώματος 0,075 0,054 0,041 0,009 0,65 0,011
Μήκος ουραίου μίσχου 0,045 0,02 0,03 0,008 0,176 0,014
Σταθερό μήκος 0,038 0,055 0,053 0,115 0,034 0,107
Όπως φαίνεται και από τον πίνακα 3, στατιστικά σημαντική διαφορά δεν παρατηρείται 
καθόλου στις μετρήσεις του βάρους, στην απόσταση μετά την κόγχη, στο μήκος του 
κεφαλιού, στην απόσταση μέχρι το ραχιαίο πτερύγιο καθώς και στο ύψος του ραχιαίου 
πτερυγίου. Επιπλέον, παρατηρείται ότι στη διάμετρο του οφθαλμού με τους δείκτες IR, 
st. het Exp καθώς και st. het Obs, στο μήκος των θωρακικών πτερυγίων με τους δείκτες 
het_Obs, st. het_Exp και st. het_Obs, στο μήκος βάσης ραχιαίου πτερυγίου και στο 
ύψος εδρικού πτερυγίου με τους δείκτες het_Obs και HL οι τιμές του P value είναι
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αρκετά χαμηλές. Τέλος, φαίνεται ότι στο μήκος των θωρακικών πτερυγίων υπάρχει 
στατιστικά σημαντική διαφορά και από τους 6 μικροδορυφορικούς δείκτες.
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4. Συζήτηση
Υπάρχουν αρκετές μελέτες για το HFC στις οποίες αναφέρονται μεγάλες 
διακυμάνσεις μεταξύ των ετών και των πληθυσμών που μελετούνται. Συνεπώς, έχει 
προταθεί ότι αυτή η αντίθεση που παρατηρείτε προκύπτει εξαιτίας των διαφορετικών 
περιβαλλοντικών συνθηκών (Coltman & Slate, 2003 & Balloux et al., 2004). Επιπλέον, 
παρατηρείτε ότι οι αβιοτικοί παράγοντες ασκούν επίδραση στην συσχέτιση της 
ετεροζυγωτίας με την αρμοστικότητα (Lesbarreres et al., 2005 & Halverson et al., 2006 
& Marr et al., 2006). Παρ’ όλα αυτά όμως, η μελέτη των παρασίτων ως δείκτης 
αρμοστικότητας δεν έχει μελετηθεί εκτενώς και παρατηρείτε σε λίγες μελέτες (Coltman 
et al., 1999 & Voegeli et al., 2012). Σε ένα είδος προβάτου βρέθηκε ότι η σχέση της 
ετεροζυγωτίας με την ύπαρξη ή την απουσία γαστρεντερικού παρασίτου προέβλεπε την 
επιβίωση των ατόμων κατά τη χειμερινή περίοδο. Αντίθετα, στα άτομα που είχαν 
υποστεί θεραπεία κατά του συγκεκριμένου παρασίτου δεν βρέθηκε συσχέτιση της 
επιβίωσης με την ετεροζυγωτία. (Coltman et al., 1999). Επιπλέον, σε ακόμα μία μελέτη 
(Voegeli et al., 2012) παρατηρήθηκε θετική συσχέτιση της ύπαρξης παρασίτου σε είδος 
πουλιών με την ετεροζυγωτία.
Στην παρούσα μελέτη βρέθηκε ότι με τον προσδιορισμό του μικροδορυφορικού δείκτη 
IR φαίνεται στατιστικά σημαντική συσχέτιση του μικροδορυφορικού τόπου με την 
παρουσία ή την απουσία του παρασίτου E. leei. Παρόμοια αποτελέσματα φαίνονται και 
από τους Voegeli et al. το 2012 στη μελέτη για την επίδραση της πειραματικής 
παρασίτωσης του είδους πτηνού (Parus major) στο HFC, καθώς παρατηρήθηκε μία 
σημαντική συσχέτιση της παρασίτωσης με την ετεροζυγωτία. Επιπλέον, παρατήρησαν 
ότι ο βαθμός παρασίτωσης δεν επηρεάζεται από το HFC.
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Γενικά, υπάρχει η υπόνοια ότι η σχέση της ετεροζυγωτίας με την παρασίτωση 
είναι λιγότερο ευαίσθητη σε σχέση με άλλους παράγοντες της αρμοστικότητας. 
(Coltman et al., 1999 & Acevedo-Whitehouse et al., 2005 & Hawley et al., 2005). 
Συνεπώς, τα αποτελέσματα ερευνών με δείκτη αρμοστικότητας την παρασίτωση 
δείχνουν ότι τα άτομα με ετεροζυγωτία επωφελούνται είτε από την αυξημένη 
αντίσταση των παρασίτων, είτε και από την ανοχή τους στα παράσιτα, εξαιτίας της 
υψηλότερης γενετικής ποικιλομορφίας τους. Συνεπώς, είναι σε θέση να επενδύσουν 
περισσότερο στην ανάπτυξη και την αύξηση, παρά το παρασιτικό τους φορτίο. 
Εναλλακτικά, τα ετερόζυγα άτομα θα μπορούσαν να έχουν υψηλότερο σθένος και 
μεγαλύτερη αντοχή γενικά και συνεπώς θα μπορούσαν να αντιμετωπίσουν ευκολότερα 
τις αρνητικές επιπτώσεις της παρασίτωσης. Και στις δύο περιπτώσεις θα μπορούσε να 
οδηγήσει στην παρατήρηση του HFC. Η συσχέτιση της ετεροζυγωτίας με την 
αντίσταση της παρασίτωσης ή και την ανοχή αυτής, μπορεί να οδηγήσει σε 
παρατήρηση του HFC και μέσω άλλων παραγόντων και συνεπώς να εξηγηθεί 
εκτενέστερα το HFC, εφόσον η αφθονία των παρασίτων ποικίλλει μεταξύ των 
πληθυσμών και της εποχής. (Krasnov & Lareschi, 2010 & Gomez-Flores et al., 2011 & 
Jachowski et al., 2011).
Έχει παρατηρηθεί επιπλέον (Voegeli et al., 2012) ότι υπάρχει συσχέτιση στο 
HFC με την επικράτηση των παρασίτων, αλλά δεν βρέθηκε σχέση με την ένταση της 
παρασίτωσης. Η έλλειψη των αποτελεσμάτων της έντασης μπορεί να εξηγηθεί από τις 
διεργασίες των παρασίτων που επηρεάζονται από την πυκνότητά τους, όπως είναι ο 
ρυθμός αναπαραγωγής, ο οποίος αλλάζει όταν η πυκνότητα του πληθυσμού είναι 
υψηλή. (Tripet & Richner, 1999).
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:55:49 EET - 137.108.70.7
35
Επιπρόσθετα, στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν οι συσχετίσεις των 
μικροδορυφορικών δεικτών με αρκετές μορφολογικές παραμέτρους. Πιο συγκεκριμένα, 
μελετήθηκαν το ολικό σωματικό βάρος, η απόσταση μέχρι την κόγχη, η απόσταση 
μεταξύ του οφθαλμού και του ρύγχους, η διάμετρος του οφθαλμού, η απόσταση μετά 
την κόγχη, το μήκος του κεφαλιού, το μήκος των θωρακικών πτερυγίων, η απόσταση 
μέχρι το ραχιαίο πτερύγιο, το ύψος των ραχιαίων πτερυγίων, το μήκος της βάσης των 
ραχιαίων πτερυγίων, το μέγιστο ύψος των δειγμάτων, το μήκος βάσης των εδρικών 
πτερυγίων, το ύψος των εδρικών πτερυγίων, το ελάχιστο ύψος των ατόμων, το μήκος 
του ουραίου μίσχου, καθώς και το σταθερό μήκος των δειγμάτων. Σε αντίθεση με τους 
Borrell et al., το 2004, όπου δεν παρατήρησαν στατιστικές σημαντικές διαφορές με τη 
χρήση οκτώ μικροδορυφορικών τόπων στη σχέση ετεροζυγωτίας με το βάρος και το 
μήκος εκτρεφόμενων σολομών Salmo salar υπολογίζοντας το d2, στη παρούσα μελέτη 
βρέθηκαν στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις στην απόσταση μέχρι την κόγχη του 
οφθαλμού με τους δείκτες IR, st. het Exp, st. het Obs, στην απόσταση οφθαλμού- 
ρύγχους με τους δείκτες het_Obs και HL, στη διάμετρο του οφθαλμού με τους δείκτες 
IR, st. het Exp καθώς και st. het Obs, στο μήκος των θωρακικών πτερυγίων με τους 
δείκτες het_Obs, st. het_Exp και st. het_Obs, στο μήκος της βάσης του ραχιαίου 
πτερυγίου καθώς και στο ύψος του εδρικού πτερυγίου με τους δείκτες het_Obs και HL, 
στο μέγιστο ύψος σώματος με τον δείκτη st. d-sqd, στο μήκος βάσης εδρικού πτερυγίου 
με τους δείκτες het_Obs, IR και HL, στο ελάχιστο ύψος σώματος με τους δείκτες 
het_Obs και HL, στο μήκος του ουραίου μήσχου με τους δείκτες het_Obs, IR και st. 
het_Exr, και τέλος στο σταθερό μήκος με τους δείκτες het_Obs και st. d-sqd. Σε 
παρόμοια μελέτη (Coltman et al., 1998) για το συσχετισμό μεταξύ ετεροζυγωτίας και 
βάρος νεογνών του είδους Phoca vitulina, παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές
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διαφορές με τη χρήση του παράγοντα d2 Επιπροσθέτως, βρέθηκε θετική συσχέτιση της 
ετεροζυγωτίας με την επιβίωση προνυμφών είδος βατράχου Bufo calamita καθώς και 
με το ρυθμό ανάπτυξης αυτών, χρησιμοποιώντας 28 μικροδορυφορικούς τόπους (Rowe 
et al το 1999). Αντίθετα, οι Borrell et al. το 2011 παρατήρησαν αρνητική συσχέτιση 
χρησιμοποιώντας τον δείκτη MLH με δείκτες αρμοστικότητας όπως το μεσουραίο 
μήκος, το ολικό βάρος και ο δείκτης ευρωστίας του είδους Sparus aurata, γεγονός που 
υποδηλώνει ότι οι ετεροζυγώτες είχαν χαμηλότερη αρμοστικότητα σε αντίθεση με τους 
ομοζυγώτες, ενώ δεν παρατηρήθηκε ομομικτική κατάπτωση. Τέλος, έχει μελετηθεί η 
σχέση της ετεροζυγωτίας με την ηλικία, καθώς και με παράγοντες ανάπτυξης στο είδος 
του λυθρινιού Pagellus erythrinus. Αναλυτικότερα, μετρήθηκαν μορφολογικά 
χαρακτηριστικά των ατόμων ως δείκτες αρμοστικότητας, όπως το σταθερό μήκος, το 
ολικό σωματικό βάρος, το μήκος και βάρος των οτολίθων, καθώς και υπολογίστηκε ο 
δείκτης ευρωστίας (Condition factor, CF) και ο σχετικός δείκτης ευρωστίας (relative 
condition factor, RCF) του κάθε ατόμου, ενώ για τον υπολογισμό της ετεροζυγωτίας 
πραγματοποιήθηκε αλλοενζυμική ηλεκτροφόρηση. Από τα αποτελέσματα της 
συγκεκριμένης έρευνας φάνηκε ότι μόνο οι οτόλιθοι ως δείκτες αρμοστικότητας είχαν 
στατιστικά σημαντική συσχέτιση με την ετεροζυγωτία(Fassatoui et al., 2012).
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Abstract
The aim of the present study was to investigate the correlation of heterozygosity in fish 
D. puntazzo with fitness factors related to Enteromyxosis intensity and fifteen 
morphological parameters. Diagnosis of enteromyxosis is based on early detection of 
Enteromyxum leei using sensitive diagnostic methods like molecular techniques. 
However, as heterozygosity is related to resistance at diseases, it could be a useful 
parameter for the selection of farmed fish. Correlation between heterozygosity and 
fitness (HFC) was estimated with the molecular markers het_Obs, IR, st. het_Exp, st. 
het_Obs, st. d-sqd and HL, proposing alternative measurements to detect inbreeding, 
while morphological characteristics were related to the expression of microsatellites. 15 
morphological characteristics, the net weight, the preorbital distance, the nose- eye 
distance, the diameter of eye, the postordital distance, the head length, the pectoral fin 
length, the predorsal fin distance, the dorsal fin height, the dorsal fin base length, the 
maximum body depth, the anal base length, the anal fin height, the minimum body 
depth, the caudal peduncle length and the standard length of infected and uninfected 
with E. leei sharpsnout seabream from a previous study, were measured and total DNA 
was isolated using the protocol of phenol- chloroform. Multiplex PCR kit was used and 
PCR process conditions were adjusted to 95 ° C for fifteen minutes and held thirty 
cycles. Enteromyxosis intensity was significantly correlated to heterozygosity, 
according to microsatellite marker IR while significant correlation was assessed 
between heterozygosity and 11 morphological characteristic indicating their correlation 
to fish resistance at enteromyxosis.
Key words: HFC, E. leei, morphological characteristic, microsatellites.
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